アレルギー疾患にみられる好酸球活性化・好塩基球IgE結合状態のフローサイトメトリー法による臨床的評価(I)　アレルギー疾患における好酸球活性化と表面抗原 CD11b, CD69の発現 by 東馬 智子
758 金沢大学十全医学会雑誌 第104巻 第 6号 758- 767(1995)
ア レ ル ギ ー 疾患 に み られ る好酸球活性化 ･ 好塩基球IgE 結合状態の
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法 に よ る臨床的評価
Ⅰ . ア レ ル ギ ー 疾患に おける好酸球活性化と表面抗原 C D llb, C D69 の発現
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東 馬 智 子
種 々 の ア レ ル ギ ー 疾患 に お い て末梢血中で の 好酸球 の 増加 , ある い は標的組織に お け る好酸球の 浸潤 が認 め られ る . 最
近 , これ ら好酸球が ア レル ギ ー 反応に お ける炎症惹起細胞 と して重要な役割を担 っ て い る こ とが 明 らか に され て きた . 種 々 の
サ イ ト カ イ ン や ケ モ カ イ ン に よ り炎症の 居所 へ 遁走 し括性化をうけた好酸球は∴形態的 に も磯能的に も正常末梢血好酸球 とは
異 なる特徴を有 して お り , そ の 活性化を定量的に 評価する た め に 様 々 な 試み が な され て きた . 本研究で は , 好酸球の 接着分子
である C Dllb抗原と活性化抗原である C D 69抗原 を フ ロ ー サ イ トメ ト リ ー を 用い て 同時に 測定 し, そ の 抗原発現 の 臨床的意
義を検討 した . E D T A加末梢全血 を フ ル オ レ ッ セ ン ･ イ ソ チ オ シ ア ン 酸 (flu o re sc einis othio cya n ate, FI T C) 標識抗CD16単 ク
ロ ー ン 抗体 (m o n o clon ala ntibody, m A b) お よ び フ ィ コ エ リ ス リ ン (phyc o erythrin, P E) 標識抗C Dllbm A b凌〉る い ほ P E標
識抗 C D69mA b で二重染色 し, 顆粒球分画の うち C D1 6抗原陰性細胞 と して 得 られ る 好酸球表面 の P E蛍光強度 を測定 し
た . 末梢血 全血 に 観み 換え型 ヒ ト 顆粒球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺激 因子(r e co mbin a nt hu m a ngr an ulo cyte- m aC rOphage
C Olony
-Stim ulating fa ctor. rG M
- C S F) ある い は 観 み 換 え 型 ヒ ト イ ン タ ー ロ イ キ ン 5 (re c o mbin a nt hu m a ninterle ukin-5,
rIL-5) を添加 し培養 した と こ ろ , 好酸球表面にすみや か に C D 69抗原 が誘導 され , C Dll b抗原 の 発現が増強 した . 次に , 好酸
球表面抗原の 臨床的意義を明 らか に す るた め に , ア レ ル ギ ー 疾患群27名 と非ア レ ル ギ ー 対照群26名に お ける これ ら の 抗原発現
を比較検討 した . 末梢血 好酸球表面の C Dll b抗原発現 は 一 正 常対照群に 比 しア レ ル ギ ー 群に お い て あきらか に 増強 して い た
(p<0.001.). C D69抗原は l 正 常対照群あるい は ア レ ル ギ
ー 群 の 末梢血 好酸球表面に ほ 発現 しな い が , ア レ ル ギ ー 性鼻炎や好酸
球慢心外膜炎症例などでは 炎症局所 に 浸潤 した 好酸球表面に ほ 強く発現 して い た . また , 好酸球増多症の 末梢血好酸球の 一 部
に も強い C D69抗原発現が観察 され , 形態的検討 に よ り こ れ らの 好酸寒が生体内で強く活性化 され た 状態に ある こ とが 示 唆 さ
れ た . 以上 の 結果 よ り , フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー を 用 い た 好酸球表面抗原発現の 解析 ほ , 好酸球 の 活性化と ア レ ル ギ ー 性炎症の
病態を評価する上 で ∴鋭敏で 有用 な指標と な る と考 え られ た .
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寄生虫疾患や種 々 の ア レ ル ギ ー 性疾患に お い て 末梢血 中や 標
的組織に好酸稼が増加, 浸潤す る こ と は古くか ら よく知 られ て
い る . また , 気管支喘息 や好酸球性肺炎患者に お い て は , ア レ
ル ギ ー 性炎症の 局所観織 に おけ る好酸球浸潤を反映 して 気管支
肺胞洗浄液や胸水中に 好酸球が多数認 め られ る こ とか ら , 好酸
球が ア レ ル ギ ー 性疾患の 病態形成に 重要 な役割を果た して い る
こ と が従来 より示 唆 され て きたが , そ の 機能の 詳細 に 関 しては
不 明の こ とが 多か っ た . 最近, 好酸球 が種 々 の サ イ ト カ イ ン や
ケ モ カ イ ン に よ り炎症の 局所 へ 遁走集積 し, 活性化好酸球 と し
て の 機 能が 誘導され る機序が明らか に され て きて い るl) ～ 3) . さ
らに 好 酸球の 特異顆粒蛋白 が強 い 組織傷害性 を有す る こ と よ
り, 好酸球は ア レ ル ギ ー 反応の 局所に お い て 炎症惹起細胞 の 主
役と して重要な働き をす ると 考え られ て い る4トg)
平成 7年11月20日受付 , 平成 7年12月25 日受理
A b bre viatio ns :FIT C, fluores c ein isothio cyanate;
末梢血 中の 好酸球数 の 測定は簡単 で繰 り返 し行 え るた め , 各
種 ア レ ル ギ ー 疾患 に お い て 好酸球の 変動を み る た め に 日常的に
測定 され て い る が , 必ず しも病態や局所組織 に 浸潤 した 好酸球
数 を反映 して は い な い . 炎症局所 に 浸潤 した 好酸球 は好酸球活
性化 に 関与する サ イ ト カ イ ン と して 知 られ る イ ン タ ー ロ イ キ ン
3 (interle ukin -3, IL-3), イ ン タ ー ロ イ キ ン 5 (interle ukin-5,
IL-5), 顆粒球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺激 因子(gra n ulo cyt-
e- m a.Cr Ophage c olo ny-Stim ulatingfa ctor, G M-C S F)の 影響下で
脱顆粒 し , 低比重化 して い る と考え られ て い る18)11). こ の た め ,
好酸球活性化の 指標 と して末梢血中や炎症局所 に おけ る低比重
好酸球 の 定量や , 末梢血 液中の 好酸球顆粒蛋白お よ び サ イ ト カ
イ ン の 定量な どが試 み られ て い る
12ト 15)
. しか しそ れ らは l 大量
の 検体 を要 した り煩雑 な手法を必要とする場合が多く , また 必
G M- CS F, gr an ulo cyte- m aC rOphage colo ny-Stim ulating
factor;Ⅰし3, interleukin-3;IL-5, interleukin-5; m A b, m O n OClonal antibody ;P B S, phosphateTbuffered salin e;
P E, phyco erythrin; rG M-C S F, r e C O mbin a nt hu m an gran ulocyte- m a C r Ophage colony- Stim ulating factdr; rIL-5,
r e c o mb ina nt hu m a ninterle ukin-5
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ず しも再現性 が明 らか で な い こ と よ り , 特定の 疾患で ほ 有用 で
あ っ て も ー 般 的な ア レ ル ギ ー 疾患 の 病態を 評価す る指標と ほ な
りに くい . ま た炎症局所魁織を直接採取 した り , 気管支肺胞洗
浄液や喀疾 な どを 用 い る検討ほ , 侵襲的であり . 繰 り返 し検討
す る こ と は 困難な こ とか ら, 特 に小児 に お い て は臨床応用に は
不 適当 で ある と考 え られ る .
一 方 , 好酸球表面 に は 種々 の 活性化 に 関連 した抗原が発現す
る こ と が 明 らか に な っ て きて お り16), フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を
用い た こ の よう な好酸球表面抗原発現の 検討は 1 少量の 検体で
解析可能 で あり , 定量性に もすぐれ て い ると 考え られ る . さら
に , 経時的に 検討 でき る こ とか ら , 生体 内に お ける好酸球の 活
性化を評価す る有用な手段と な り う る . な か で も C Dll b抗原
ほ元来好酸球表面 に構成的に発現 して い るが , 血小板活性化因
子や種 々 の 好酸球活性化サ イ ト カ イ ン の 影響に よ りそ の 発現が
増強す る こ と が知 られて お り1 丁) , さ らに 好酸球の 血 管内皮 へ の
接着に 重要な役割を果たす こ と が示唆 され て い る2)18) 柑). ま た ,
リ ン パ 球の 初期活性化抗原と して 知 られ て い る C D 69抗原ほ通
常末梢血好酸球 に は発現 して い な い が , ア レ ル ギ ー 炎症の 局所
に 浸潤する好酸球 に お い て そ の 発現 が強く誘導され る こ と が報
告 されて い る抑卜劇 ) . 本研究 で は ▲ 種 々 の ア レ ル ギ ー 性疾 患や 好
酸球増多症の 症例 に お い て 好酸球表面抗原 , 特に 接着分子 で あ
る C Dllb抗原と活性化抗原であ る C D 69抗原を フ ロ ー サ イ ト
メ ト リ ー を 用い て 同時 に 測定 し, そ の 臨床的意義に つ い て 検討
した .
対象お よび方法
Ⅰ . 対 象
対象ほ金沢大学医学部附属病院小児科 お よび 関連病院に 通院
また は 入 院中の 0才か ら36才(平均9才) ま で の 患 者53名で あ
る . こ れ らの 患者 を病歴 , 臨床所見 か ら気管支喘息 , ア ト ピ ー
性皮膚炎 , ア レ ル ギ ー 性鼻炎, 食物 ア レ ル ギ ー な どの 診断の な
され た 患者(ア レ ル ギ ー 群)27名( 男21名 , 女 6名) と , 臨床症
状 お よび 2親等以内の 家族歴に ア レ ル ギ ー 症状や ア レ ル ギ ー 疾
患を 認め ず , 末梢血 中 の 好酸球比率 が 5% 以内の 患者(非ア レ
ル ギ ー 対照群, 以下正 常対照群)26名(男14名 , 女1 2名)に 分け
て 比較検討 した . こ れ らの 患者 よ り E D T A加静脈全血約 1ml
を 採取 し検体と して 用 い た . ま た , 当科 ア レ ル ギ ー 外来通院中
の ア ト ピ ー 性皮膚炎お よび 気管支喘息患者延べ 11 3名 に お い て
末梢血 好酸球数を測定 し , 対照群 と比較 した (同 一 患 者 の 経 時
採血 を 含む). さ らに 気管支喘息患者に お い て ほ , そ の 発作中の
好酸球数に つ い て も測定 し , 非発作時 と比較 した .
Ⅱ . 免疫蛍光染色
E D T A加静脈血 を遠心 し得 られ た 血 球成分 を リ ン 酸緩衝生
理食塩水(phosphate-buffer ed s alin e, P B S)で 2 回洗浄後 , 得ら
れ た 血 球成分に フ ル オ レ ッ セ ソ ･ イ ソ チ オ シ ア ン 酸 (flu ore s c-
einis othio cya n ate, FI T C) 標識O K N K(抗C D1 6) 単ク ロ ー ン 抗
体 (rn ono clo n al antibody, m A b) (Ortho Diagn o stic Syste m s,
東京) お よ び フ ィ コ エ リ ス リ ン (phyc o erythrin, P E) 標識
抗 Le u-1 5(抗C D11 b) ある い は 抗 Le u-23(抗 C D6 9) m A b
(Be cto nDickin so nIm m u n o cyto m etrySyste m s, C A, U S A)を添
加後 4 ℃で20分間反応 させ た . 0.83 %塩化 ア ン モ ニ ウ ム 溶液 に
て 溶血 後 , 細胞 を P B Sに 再浮遊 し フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー
Cyto ro nAbs olute(Ortho Diagn o stic Syste m s)を用 い て表面抗
原 の 発現を解析 した .
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Ⅲ . セル ソ 一 夕 一 に よ る好醸球 の分離
好中球 は C D1 6抗原であ る IgG FcⅢ レ セ プ タ ー は 陽性 で あ
るが , 好酸球 ほ C D16抗原陰性である こ とか ら, 顆粒球分画に




サ イ ト メ ト リ ー 法 に よ り , Ⅱ で 得 ら れ た 顆粒球分画 を 抗
C D 16mA bを 用 い て 蛍光染色 し , セ ル ソ M ク ー Epic s Elite
(Co ulterEle ctro nic sIn cリ Hiale ah, F L, U S A)を 用い て C D 16抗
原陽性細胞群と C D16抗原陰性細胞群に分離 した . C D1 6抗原
陽性 およ び陰性細胞の サ イ ト ス ピ ン 標本を メ イ ･ ギ ム ザ 染色後
鏡検 し , 好中球と好酸球 の 比率を求め た .
Ⅳ ･ フ ロ ー サ イ トメ トリ ー 法に よ る好酸球表面抗原発現の解
析
顆粒球分国 の C D16抗原陰性細胞と して 得 られる 好酸球表面
の C Dllb抗原 お よ び C D69抗原発現を , P E平 均蛍光強度
(m e anflu or e sc e n c einte n sity) と自家蛍光強度と の 差 △ 平均蛍
光強度(△m e a nflu or e sc e n c eint nsity)で表 した .
Ⅴ ･ サイ トカイ ン 刺激に よる好酸球表面抗原発現の誘導およ
び増強
正常対照 3例 よ り 得 られ た E D T A加静脈血 に 10, 100,
1000,1 0000pg/血 とそ れぞれ濃度 の 異なる組み換え型 ヒ ト額粒
球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺激 因子 (re c o mbin a.nt hu m a
gr a n ulo cyte
-
m a･C rOphage c olony-Stirn ulatingfa ctor, rG M-C S F)
(Ge n zym eCo rpo ration,Bo sto n, M A,U S A) ある い は組み換 え塾
ヒ ト イ ン タ ー ロ イ キ ン 5 (r e c o mbin a nt hu m a ninterle ukin-5,
rIL-5) (サ ン トリ ー 株式会社よ り供与) を添加 し, 37 ℃で 4時間
培養 した . 培養終了後 P B Sで 洗浄 し , 好 酸球表面 に お け る
C D llbお よび C D69抗原の 発現 をフ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ
り検 討 し た . ま た こ れ ら の E D T A加静脈 血 に rI L5 を
10000p g/ml の 濃度に て添加 し37℃ で培養後, 好酸球表面に お
ける両 抗原発現の 時間的推移に つ い て も検討 した .
軋 活性化好酸球に お ける表面抗原発現の解析
大桐虫症に よ る好酸球性 心外膜炎患者 の 心 外膜液中の 好酸
球, あるい ほ ア レ ル ギ ー 性 鼻炎患者 の 鼻汁中の 好酸球 を用 い
て , 炎症局所に 浸潤 した 好酸球表面に おけ る CD69抗原発現を
検討 した . また , 好酸球増多症の 2例の 末梢血好酸球に つ い て
も, 表面抗原発現を解析 し, さ ら に 電子顕微鏡に よ り C D69抗
原陽性細胞 の 形態的特徴を C D 69 抗原陰性細胞と比較検討 し
た . すな わ ち , 好酸球増多症の 患者よ り得 られ た好酸球を , セ
ル ソ 一 夕 一 に よ り C D69抗原陽性 お よ び 陰性細胞群 に 分離 し､
それ ぞれ を1500 回転 , 5 分間遠心 した . そ の 遠心 ペ レ ッ ト に
2% ダ ル ク ー ル ア ル デ ヒ ドを 重畳 し24時間固定 し, さ らに オ ス
ミ ウ ム 酸に て 2時間二 重固定を施 した . 固定後の 遠心 ペ レ ッ ト
を試験管よ り遊離させ , 一 般 の 電 顕試料作成法 に 従い , ア ル
コ
ー ル 脱水 , エ ボ ン 樹脂包唾 , ミ ク ロ ト ー ム に よる 薄切 , 鉛お
よ び ウ ラ ン に よ る電子 染色 と処理 し, 透過型電子顕微鏡 H 増00
(日立製作所 , 東京) に て 観察 した . 一 部 の 症例でほ , 単離 した
細胞 を1 % 非働化ウ シ 胎児血 清(Nipr o, 大阪) 加P B Sに 再浮遊
の 後 サ イ ト ス ピ ソ 標本を作成 , メイ ･ ギ ムザ 染色を 施行 し光学
顕微鏡下でそ の 形態的特徴 を観察 した .
Ⅶ . 統計学的検討
各測定値は平均土標準偏差で表 し, 2群間の 平均値の 比較検
定 に は Stude nt の対応の ない 標本 の t 検定 を用し.
､
, 危険率 5%
未満 をも っ て有意差ありと判定 した . また , 2つ の 変数間の 相
関に つ い て は Pe ars o nの 相関係数 で表 し , 危 険率 5 % 未満を
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も っ て有意差あり と判定 した .
成 績
l . ア レル ギ ー 疾患 と末梢血好酸球数
当科ア レ ル ギ ー 外来通院中の ア ト ピ ー 性皮膚炎 およ び 気管支






































































Co ntr o】 AD BA BA
du ring atl a cks
Fig.1. Peripher al blo od e o sin ophilc o u ntsin v ario u s alle rgic
dis orde rs. T he n u mbe rs w er e c o mpa red a m o ng n or m al
c ontr oIs (Co ntr ol), patie nts with atopic der m atitis (A D),
patie nts with bro n chial asthm ain stable clinic al c o ndito n


























C D 6 9-P E C Dl l b-P E
FIu ores c e n c ejnten sity
Fig･2･ Flo w cyto m etric a,n alysis of e o sin ophils u rfa c e
a ntigens, C D ll ba nd C D69. Peripher al whole blo od
S a mPle s w e re sta.in ed with FIT C-C O njugated a ntiTC D1 6
rnA b, tOgether with P E-CO njugated a nti- CD 690 r P E-
CO njugated a nti-C Dll bm A bs. Am o ng le uko cytes with
la rger90a ngle light s catter s(90L S), C D16- n egativ e c e11s
(r egio n A) w er egated a nd the inte n sity of P E flu or e s ce-
n ce was m easu red for C D 69a nd C Dllbe xpr e ssion.
Dotted lin e sindic ate the autoflu ore声C e n Ce Of e osin ophils
witho ut ad ded a ntibody. Solidlines indic ate P E flu or e s ce-
n c e afte rthe staining with a nti-C D 6grnA bor a nti-C Dll b
m A b.
ピ ー 性皮膚炎患者群に お い て は 明らか に , 正 常対照群 に 比 し末
梢 血好酸球数は高値 を 示 した . 気管支喘息患者群に お い て も ,
多く の 例で 好酸球は高値を 示 した が , 正 常値を 示 す例が 一 部認
め られ た . さ らに , 喘息発作中の 患者群 で ほ 好酸球数が 正常値
を 示す例が多く ∴症例に よ る ば ら つ きが顕著 とな っ た . ま た ,
気管支喘息発作の 状態 , 他の ア レ ル ギ ー 症状合併の 有無な どに
よ り末梢血好酸球数は大きく影響 され る可 能性 が 示 唆 され た
(囲1).
Ⅰ . フ ロ ー サ イ トメ トリ ー を用い た好酸球の単離
顆粒球分画を セ ル ソ ー タ ー を 用 い て C D1 6抗原陽性細胞群
と C D16抗原陰性細胞群に単離 し メ イ ･ ギ ム ザ 染色 に よ りそ の
形態を 検討 した と こ ろ , C D1 6抗原陽性細胞群は97% 以上 が 好
中球 で あ り, 一 方 CD16抗原陰性細胞群の95% 以上 は好酸球で
ある こ と が 確か め られた . した が っ て 以下の 検討 で ほす べ て ,
額粒球分画の う ち C D1 6抗原陰性細胞群を好酸球 と して 区域設
定 し解析 した . 正 常対照群 の 末梢血 を 用い た検討 で は 1 好酸球
表面 に は C Dll b抗原 の 構成的発現 を 認 め , こ れ に 対 して





























0 1 0 1 00 1 0 0 0 1 00 0 0
Do se s of rG M- C S Fo r rlL-5 (P g/mI)
Fig. 3. Upr egulatio n of C D llband indu ctio n of C D 690n
e o sin ophils upo n stim ulatio n with rG M-CS F a nd rI L-5.
W hole blo od s a mples w er e c ultu red for4 hr at37℃ with
rG M-C S F(○)o r with rIL-5(⑳)atindic ated dos e s. T he
C ells w er e stain ed with a nti-C Dllb(A) or a ntiTC D 69(B)
m A bs･ The data in dic ate 支 士S D of thre e s epar ate
e xperim e nts. * p<0.001, a S C O mpa red with the v alu e s
befo re stim ulatio n.
好酸球活性化と表面抗原発現
Ⅲ . サ イ トカ イ ン刺激 に よ る好醸球表面抗原の誘導および増
強
1 . サ イ ト カ イ ン 濃 度と好酸球表面抗原 の 発現
E D T A加末梢全 血 に 種 々 の 濃 度 の rG M-C S Fあ る い ほ
rIL-5 を添加 し37 ℃ で 4時間培養 し, C Dll b抗原 と C D 69抗原
の 発現を検討 した . C Dllb抗原の 発現 は rG M-C S Fある い ほ
rIL-5 の 添加に よ り濃度依存的 に 増強 した . 両サ イ ト カ イ ン と
も約 1 00p g/ml の 濃度で 明らか な C D llb抗原発現増強効果 を
示 した ( 図3-A).
C D 69抗原も同様 に , rG M-C S Fあ るい は rIL-5 の 添加に よ り
濃度依存的 に そ の 発 現 が 認 め ら れ た , 特 に , rG M-C S F ほ
10p g/mlの 低濃度 で 好酸球表面 に CD 69抗原 を強く誘導 した の
に対 して , rI L-5 に よ る C D 69抗原 の 誘導 に は 約 1000pg/ml
と , rG M-C S Fの100倍 の 濃度を必 要 と した (図3-B).
2 . 表面抗原発現増強の 経時的変化
E D T A加末梢全血 に rIL-5 を 10000pg/mlの 濃度 で 加え37 ℃






































0 3 0 6 0 90 1 2 0 1 8 0
Tim e afterin c ubatio n(min)
Fig.4. Kin etic s of cytokin e effe cts o n e o sin ophilsu rfa c e
a ntige n s. W hole blo od s a mple s w er e c ultu r ed in the
pr e se n c e of lO,000pg/ ml of rI し5 for v arying tim e s.
Surfa c e e xpr e ssio n s of CDll b(A) a nd C D 69(B) w ere
ex a min ed afterthe c ultu r e. The data indic ate 支士S Dof
thr e e s epa rate expe rim e nts. *p< 0. 01, 年S C O mpared with
the v alu e sbefo re stim ulatio n.
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変化を経時的 に 測定 した . 培養開始後30分以内の 極 めて 早期に
CDll b抗原の 発現増強が観察 され , 以後 ほ ぼ 一 定の 値 を 示 し
た . これ と対照的に 培養開始後 C D69抗原の 発現誘導が最大と
な るの に 2時間以上 を 要 した (図4).
Ⅳ . ア レル ギ ー 群 と正 常対照群におけ る末梢血好醸球表面抗
原発現の比較
末梢血好酸球表面の C Dll b抗原発現を ア レ ル ギ ー 群 と正 常
対照群 で 比較 した . C Dllb抗原は い ずれ の 群に も発現 を認め た
カ㍉ そ の △m e an flu ore s ce n ceint n sity は正 常対照群 で63.8 士
8.11 ア レ ル ギ ー 群 で ほ75.6土8. 0 とア レ ル ギ ー 群 で 有 意 に
(p< 0.001) 増強して い た ( 図5-A).
一 方 , C D69抗原ほ ア レ ル ギ ー 群 , 正 常対照群の い ずれ に お
い て も末梢血好酸球表面に は発現を認 めなか っ た ( 図5-B).
Ⅴ . 末梢好酸球数と好酸球表面 C D llb抗原発現
正常対照群に お い て は t ア レ ル ギ ー 群 と比較 して 明らか に好
酸球表面の C D11 b抗原発現 は低く , 末梢血 好酸球数も少な









































































C o ntr oI Alle rgic Co ntroI Al(e rgic
Fig. 5. Co mparis o n of C Dllba nd C D 69e xpr es sio n o n
e o sin ophils betw e en n or m al c o ntr oIs a nd a11ergics. T he
e xpr es sio n of CDllb (A) a nd C D69(B) o n eosin ophil




























0 5 0 0 1 0 0 0 1 5 0 0 2 0 0 0
Eo sjnophi[c o u nts(/m m
3
)
Fig.6. Corr elation betw e e n pe ripher al blood eosinophil
C O u ntS a nd su rfac eC Dll be xpre s sio n. Eosin ophilc o u ntsin
the peripher al blo od a nd s ur壬a c e e xpr es sio n of C Dll bw er e
C O mpa.red in n or m alc o ntr oIs(○)a nd allergic s(◎).
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比例する傾向を 示 した (r = 0.559). 一 方 , ア レ ル ギ ー 群で は 末
梢 血好酸球数が増加 して い る症例が多く , また C Dll b抗原発
現も有意に増強 して い た(p<0.001). さ らに 注目す べ き こ とに ,
症例ほ 少な い な が ら末梢血好酸球数が 正常 , ある い は 低下 して
い る例に お い て も , C D llb抗原発現ほ 正常対照群 に 比 し高値を
示 した (図6).
Ⅵ . 炎症局所 に浸潤 した好酸球 におけ る CD69 抗原発現の検
討
1 . 好酸球性心外膜炎の 心 外膜液中好酸球に よ る検討
著明な心 外膜液の 貯留を伴 っ た 犬姻虫症をこよ る心 外蹟炎の 症
例 に お ける末梢血 な らび に 心 外膜液中の 好酸球 の C D 69抗原発
現を検討 した . 末梢血好酸球増多ほ百 分比 , 絶対数 とも に 軽度
で , 表面 C D69抗原発現 は全く検出され なか っ た ( 図7-A). 一
方 , 心 外膜液中に は 多量 の 細胞浸潤が認め られ , そ の ほ と ん ど
が好酸球と異塾性の 強い 単核細胞 で占め られ , 好中球ほ 数 パ ー
























5 0 1 0 0 15 8 2 00 2 50 50 1 0 0 15 0 2 0 0 之5 0
Fluore s ce n c einte n sity
Fig･7･ C D 6ge xpre ssio n o n e o sin ophils within pe ric a rdial
effu sio n･ Peripher al blo od a nd peric ardial effu sio n w er e
Obtain ed fr o m apatie nt with a c ute peric ardits due to
to x oc ar a c ani infe ctio n. C D69e xpr e ssio n o n e o sinophils
frorh peripher alblo od(A)a nd peric ardial effu sio n(B) w a s
e x a min ed by a flo wcyto metry. Dotted lin e sindic ate the
a utoflu ore s ce n c e o王 e sin ophils witho ut ad ded a ntibody.
Solid lin e sindic ate P E flu o re sc e nce afterthe staining with
















50 1 0 0 1 50 2 00 2 50 50 1 0 0 1 5 0 20 0 2 50
FIu o re s c e n cinte n sity
Fig･ 8･ C D69e xpre s sio n o n e osin ophils within n a sals e cr eti-
O n･ Na sa,ls e cr etio n w as obtain ed fro mpatie nts with a c ute
a11ergic rhinitis･ C D 69e xpr e ssio n o n e osin ophils fr o m
pe ripher al blo od(A)a nd n asalsecr etio n(B)w a s e x amin ed
by aflo w cyto m etry. Dotted lin esin dic ate the a uto王Iu ore s-
C en C e Of e osin ophils witho ut ad ded.a ntibody. Solidlin es
indic ate P E flu o re s c e n c e aft rthe staining with a nti-C D69
m A b. Figu r e sho w sthe ty pic alpr ofilesfr o m o n e ofthre e
S epar ate patients.
膜液中の 好酸球 ほ , そ の は と ん どす べ て に C D69抗原 が強く発
現 して い た ( 図7-B).
2 . 鼻汁 好酸球 に よ る検討
ア レ ル ギ ー 性 鼻炎 の 急性増悪例 3例の 鼻汁中好酸球 の C D 69
抗原発現を検討 した . これ ら の 患者 の 末梢血好酸球な らび に鼻
汁中好酸球 の , P E自家蛍光強度(c o ntr ol) お よ び C D69m A b
に て染色後 の P E平均蛍光強度 (CD69) を 表 1 に 示 した . ま
た , 図 8 に 典型的 な症例 の 末梢血 な ら び に 鼻 汁中好酸球 の
CD 69抗原発現 パ タ ー ン を 示 した . 3例とも末梢血好酸球表面
に は C D 69抗原発現 は全く認 め られ ず , 対照的に 鼻汁中好酸球
の ほ とん どが C D 69抗原 を強く発現 して い た .
Ⅶ . 好酸球増多症患者 の末梢血 にお け る表面抗原発現の検討
通常 , 末梢血 好酸球表面に ほ C D 69抗原 の 発現は認め られ な
い が , 好酸球増多症患者 の 末梢血好酸球の 一 部に C D 69抗原を
強く発現 して い る細胞群が認 め られ た . そ こ で , C D 69抗原陽
性細胞群 と C D69抗原陰性細胞群 を セ ル ソ 一 夕 一 に よ り分離
し, 両群の 形態学的違 い を電 子顕微鏡 な ら び に 光学顕微鏡 で検
討 した . 両群 とも胞体内顆粒 ほや や 小 さく低比重好酸球 で ある

































Flu o r e s c e n c eint n sity
く>
FLu o r e sce nc einten sity
弛+
Fig. 9. M orphologic al char a cteriz atio n of C D69
+
a nd CD69p
e o sin ophils by a n ele ctro nmicr o sc ope. Eo sin ophils fro m a
patie nt with hype re o sin ophilic syndr o m e w as s epar ated into
C D 69+ a nd C D 69
~
c ells by a c eu s orter. T he arro w s
indic ate the gate s ettings for the c ellso rting. T he c e11s





c ells, r eSpe Ctively. Fluo re s ce n c epr ofiles sho w that
the e osin ophils a re effe ctiv ely s epar ated into CD69
-
and
C D 69+ populatio n s.
好酸球活性化と表面抗原発現
Tablel. Expre s sio n of C D690 n e OSin ophilis in n asal
S eC r et10 n
M e a nflu or e sc e n c eint n sity
Cas e n u mber Periphe ral blo od Na s als ec retio n
Co ntr oI C D 69 Co ntr oI C D69
1 75.9 76.1 73.3 105.0
2 82.7 84. 90,3 125.3
3 76.1 76.7 7 4.2 116.9
Nas als e cretio n a nd pe ripher al blo od from thre e separ ate
patie nts with allergic rhinitis w er epr oc e s sed a nd stain ed
with a nti-C D 69m A b. Me a nfluor esce n ceinte n sity for
a utoflu or es c e n c eof osin ophilis witho ut added a ntibody
(c o ntr ol) a nd P E flu ore s c e n c e after the staining with















































F山0｢e SC en C einte n sity
….二 上 ____
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 34 5 6 7
Number of 10bulation Nu mber of 10bulatio n
Fig .10. Co mparis o n of lobulatio n betw e e n C D69
+
a nd
C D 69~ e o sin ophils. Eo sin ophils fr o m the s e c o nd patie nts
With pr omin e nt hyperlobulatio n of e osin ophils w e re
Sepa rated into C D 69
'
a nd C D 69- c ells by a c eu s orte r.
T he arr o w sindic ate the gate s ettingsforthe c e11s s ortlng.
T he c e11s within the right a nd left gates w er e so rted as
C D69十 a nd C D 69~ c ells, r e Spe Ctiv ely. M ay-Gie m s a staining
Ofthe cyto spin pr epar atio n s w er e e x a min ed u nder alight
mic r os c ope. Atle a st 500e o sin ophils w er e e x amin ed for
e ach fra ctio n a nd the n u mber of lobulation s w ere c ou nted
m orphologlC auy.
粒 サ イ ズ の 縮 小, [ト山坂構造の 消失 が著明で あり , ま た , 脱顆
粒 に 伴 う空胸形成も認 め られ た ( 図9). さ ら に 別の 症例に おけ
る検討 で ほ I C D 69 抗原陽性好酸球ほ , 活性化好酸球の 特徴 に
加え 核分其の 克進 が著明に認め られ た . す なわ ち , C D 69抗原
陰性の 好酸球 が 2核 を 中心 に構成 さ れ て い る の に 対 し , CD 69
抗原陽性好酸球ほ 3 な い し 4核 よ り な る過分菓好酸球が多数を
占め て い た (図10).
考 察
種 々 の ア レ ル ギ ー 疾患 に お い て ほ 一 末梢血 中の 好酸味の 増加
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が しば しば認め られ るが ▲ そ の 絶対数は 必 ず しも病態を反映 し
て はい な い . 今回 の 検討で もア レ ル ギ ー 群に お い て は末梢 血好
酸球数の 増加を認め る例が多か っ た が , 正常対照群と の 重なり
も大きく, 特 に 気管支喘息発作時 に お い て は炎症局所 へ の 好酸
球浸潤を反映する た めか j か え っ て 末梢血好酸球数は減少する
傾向が み られ た . ア レ ル ギ ー 炎症の 場 に お い て , 好酸球は ま ず
血 管内皮細胞 に 接着 し血 管外 へ 遊出す る . そ の 後, 炎症組織に
遁走浸潤 し, さらに活性化をうけた好酸球 は様 々 なメ デ ィ ェ ー
タ ー を遊離 し エ フ ェ ク タ ー 磯能を 発現 して い る
-)
. 活性 化 され
た 好酸球は , 正 常者末梢血好酸球と は形態的 , 機能的に異な る
多く の 特徴を持 つ こ と が明らか に され て お り , こ の よ うな 特徴
に 着目 して 好酸球の 活性化を定量的に 評価す るた め に様 々 な試
み が なされ てきた12). Fukuda らほ パ ー コ ー ル を 使 っ て 末梢血
好酸球 の 比重分布を詳細に 検討 し, 好酸球増多症で ほそ の ほ と
ん どが比重 1.082g/ml以下の 低比重好酸球で占められ る こ と ,
気管支喘息患者 に お い て も低比重好酸球 の 割合が増加す る こ と
を 報告 した13). しか し こ の ような方法は特定 の 好酸球増多症 に
おける好酸球の 活性化を定量的に 示 すに はすぐれ て い る と考え
られ る が , 大量の 検体を要す る こ と や操作が煩雑な こ とか ら日
常の 臨床検体の 解析に は不適当である と考 え られる .
近年, こ の ような 活性化好酸球が , 種 々 の 特異顆粒蛋白を放
出( 脱顆粒)した り , ロ イ コ ト リ ェ ン C4な どの 活性物質や サ イ
ト カ イ ン を 産生す る こ とも明らか に な っ てきた26､ 32) . こ れ に よ
り , 炎症局所や血 清中に 遊離す る好酸球顆粒蛋白 を定量 した
り , IL-5 に 代表され る 好酸球活性化因子そ の もの を定量 しよ う
とする試み もな され て い る】4〉15)33). しか し, 血 清中の 顆粒蛋白の
定量ほ採血後の 検体処理方法の 影響を受けやすく t そ の 濃度 が
末梢血好酸球数とそ れ ほ ど解離 しな い こ と が明 らか に され て お
り , そ の 測定の 意義はあま り大きくな い と考え られ る . 一 方 ,
IL-5 な どの 好酸球活性化因子は通常 の ア レ ル ギ ー 疾患 の 末梢
血 中に 検出され る こ と は なく ▲ 気管支喘息や ア ト ピ ー 性皮膚炎
の 病態評価の 指標 と して の 意義は不 明で ある . さ らに , 気管支
喘息の 症例で ほ気管支肺胞洗浄液中の 細胞分布の 解析や サ イ ト
カ イ ン 濃度の 定量 , 好酸球表面抗原の 解析や額粒蛋白の 定量な
ども試み られ て い る15)341. しか し , 気管支肺胞洗浄液中の 好酸球
の 解析は , 少な く とも小児に お い ては 侵襲的で あ り ト 経時的に
繰 り返 し行 える方法で は ない .
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法は , 簡便で 再現性 に 富み , か つ 少量
の 検体で解析が 可能で ある こ と よ り , 小 児に お い て 経時的に
デ ー タ を検討する に は 極め て 有用 な方法で ある . 好酸球ほ そ の
活性化に よ り細胞表面抗原 の 発現が 一 部増強す る こ と が知 られ
て い る が , 本研究 で は , 好酸球の 表面抗原発現 を フ ロ ー サ イ ト
メ トリ ー 法で 解析す る こ とに よ り , 末梢血 好酸球 の 活性化 を評
価する こ とが で きる こ と を 示 した . 末梢 血 中 の 顆粒球分画 ほ
C D1 6抗原発現 の 有無 に よ り, C D16抗原陽性 の 好中球と ,
C D1 6抗原陰性 の 好酸球に 区別す る こ と が 可 能 で あ る . した
が っ て , 抗 C D16m A b と他 の 抗体を組み合わ せ る こ とに よ り ,
選択的に 好酸球表面 の 抗原発現を解析す る こ と が 可能で ある と
考え られた .
従来 , C Dllb抗原は補体成分 で ある C3 biの 受容体 と して 知
られ て お り , 種々 の 細胞表面 に 発現 して い るが 瑚 , 特 に 好酸球
表面で は IL-5 な どの 好酸球活性化 サ イ ト カイ ン に よ りそ の 発
現が 増強され , そ の 結果好酸球 の 血 管内皮 へ の 付着能が克進す




. 好酸球 が炎症局所 へ 遊走 , 集積する ため に ほ 血 管内皮
細胞に 付着 して 内皮細胞 を通過す る こ と が必要で あり , こ の 過
程に好酸球表面お よ び 血管内皮細胞表面 に おける接着分子 の 発
現が深く関与 して い る と考 え られ て い る35 ト 3g). 好酸球表面 の
C Dll b発現 に 関 して は , 以前 よ り試験管内の 実験系で E LIS A
法や フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー に よ る測定 が な され て い る が
1 7)1島)
,
実際の 臨床例で の 検討は少なく , そ の 意義ほ不 明で あ る.
一 方 , C D 69抗原は当初活性化 丁細胞や括性化 ナ チ ュ ラ ル キ
ラ ー 細 胞な ど で の 発現が 報告 され, リ ン パ 球初期活性化抗原 と
して知 られ て い る が , 最近は リ ソ パ 球 に 限らず広く細胞活性化
の 初期に 重要 な役割 を果 た して い る 可 能性 が 考 え ら れ て い
る
22ト24)
. リ ン パ 球の 試験管内刺激実験 に おい て 上 刺激後早期 に
そ の 発現が 強く誘導 され るが , 生体内で C D69抗原 が確認 され
ると の 報告ほ極 め て 少な い . Nishika w aら ほ炎症局所 に 浸潤 し
た 好酸球に C D 69抗原が強く発現する こ とを 報告 して お り , 活
性化好酸球の 指標 と して C D 69抗原発現が有用 で ある こ とを示
した
2き)
. しか し , 彼らの 報告で も, C D 69抗原ほ局所に浸潤 した
好酸球に の み 認め られ, 末梢血 中の 好酸球で は ほ とん ど発現 し
て い な か っ た . した が っ て , 好酸球表面抗原の 測定 ほ , 生体 内
で好酸球が種 々 の サ イ トカ イ ン の 刺激 に よ り括性化 した状態 を
鋭敏 に反映す る可能性 が示 匪され た ,
今回我 々 は 末梢血好酸球表面の C Dll b抗原 と C D 69抗原 を
フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー を用 い て 同時に 測定 し , そ の 臨床的意義
を検討 した . 好酸球 の 活性化 にと もな い , C Dll b抗原 は接着分
子と してそ の 発現が増強 し, 一 方 C D 69抗原ほ括性化抗原 と し
て 好酸球表面に新た に誘導 される こ と が知 られて い る . 臨床例
で の 検討を 始め る前 に , まず E D T A加全血 を用 い て ▲ 種 々 の
血 清因子や他の 紳胸が混在 した 状態 に おけ るサ イ トカ イ ン 刺激
に よ る好酸球表面 の 抗原発現を検討 した . 単離した好酸球 の 培
養の 報告と同様 に , 代表 的好酸球活性化 サ イ ト カ イ ン で あ る
G M-C S F や I し5の 添加に よ り, 好酸球表面に CD69抗原 が誘
導 され , CDll b抗原 の 発現が増強 した . こ の 結果よ り , 血 清存
在下でも こ れらの サ イ ト カ イ ン が 好酸球を活性化す る こ と が示
され, 生体内に お い ても十分な サ イ ト カ イ ン 存在下 で は好酸球
表面の C D llb抗原発現の 増強や , C D 69抗原発現の 誘導 が起 こ
りうる こ とが示唆され た . しか し, サ イ ト カ イ ン に よ る 両抗原
発現の 経時的検討 で は , サ イ ト カ イ ン 刺激後30分以内と い う極
め て 早期 に C D11b抗原 の 発現増強 が み ら れた の に 対 して ,
C D 69抗原の 発現誘導が最大に な る まで に は 2時間以上 を 要 し
た . こ の こ と は , そ れ ぞれ の 抗原が好酸球括性化の 異 な る過程
に関連 して発現 し, 異な る発現調節機構を有する ことを示 唆 し
て い る と考え られた . 特 に , C D 69抗原の 発現誘導に は 新 た な
蛋白合成 が必 要で ある可 能性が示唆され るが , 本研究 で ほ詳細
な検討を行 っ て い な い . 一 方 , C Dllb抗原 の 発現増強 が極 め て
短時間で観察 された こ と は , こ の 表面抗原が好酸球活性化 と血
管内皮 へ の 付着∴組織移行など, 一 連 の 好酸球浸潤過程 に 極 め
て 重要な役割を果たす こ と を示唆 して い る と考え られ る .
臨床 例の 検討で ほ l 末梢血 好酸球表面 の C Dll b抗原 ほ , ア
レ ル ギ ー 群に お い て 明らか に発現の 増強を認め , 好酸球 の 一 般
的な活性化 の 指標と な る こ とが 示唆された . しか も, 末梢血 好
酸球数 に 関係なく ア レ ル ギ ー 群に お い て は C D11 b抗原 の 発現
は増強 してお り, 好酸球 の 減少 して い る例 に お け る C Dll b発
現測定の 意義が 示 さ れた . しか し, ア レ ル ギ ー 群の △平均蛍光
強度は対照群と の 重 な り が大きく 一 個 々 の 症例に お い て 一 回 の
測定の み で 好酸球 の 括性化状況を 正 確 に 評価する の ほ 困難 であ
ると 考え られた . した が っ て , 特定の 疾患群内に お い て 好酸球
活性化を定量的 に 比較 した り , 個 々 の 症例に お い て は そ の 発現
量を経時的に 観察 し, 比較検討す る こ とに よ り臨床的に 有用 な
情報が得ら れ る場合 が多 い と考 え られ た .
一 方 , C D69抗原は , 通常の ア レ ル ギ ー 疾患 に お い て は 末梢
血好酸球に そ の 発現 ほ全く認められ な か っ た が , 好酸球性心外
膜炎患者の 心外膜液中好酸球や ア レ ル ギ ー 性鼻炎患者 の 鼻汁好
酸球 に お い て は強く発現 して お り , 炎症局所に お ける サ イ トカ
イ ン 刺激に よ り C D69抗原発現 が誘導 された と 考え られ た . ま
た , 我 々 は 好酸球増多症 の 2例 に お い て , 一 部の 末梢血 好酸球
表面 に 明 らか な C D 69抗原発現を確認 した . さ ら に , セ ル ソ ー
タ ー を 用い て C D 69抗原陽性細胞を単離し , 形態的特徴 を検討
した と こ ろ , 脱顆粒像や核 の 過分葉化な どの 悟性化好酸球 の 特
徴が認め ら れ た . 本研究 でほ , フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー を用 い た
検討 に よ り , 末梢血 好酸球を C D69抗原発現の 有無 に よ り異 な
る形態的特徴 を有す る活性化好酸球亜群と して 分 軌 測定 しう
る こ とを初 め て示 した . しか し, 通常の ア レ ル ギ ー 疾患 で ほ ,
末梢血 好酸球表面 に C D 69抗原発現を認め る こ と は なく , そ の
臨床的意義 ほ少 な い と考 え られ る . 一 方 , 好酸球増多症 の よう
な 極め て 特 異な症例 に お い て ほ そ の 病態評価の 指標 と して 有用
で あ ると考 え られた . す なわ ち , こ れ らの 症例に お い て ほ l 生
体 内 に お い て 著 明 な 好酸球活性化 サ イ ト カ イ ン (G M-C S F,
Ⅰし5 な ど) の 産生と , そ れ に よ る好酸球 の 強 い 活性化 が存在
し , 末梢血 好酸球表面の C D6 9抗原発現に 反映されて い る と考
え られ る . 好酸球増多症 ほ l 末梢血 好酸球の 著明 な増加 を認め
る の み の 症例か ら , 血 管神経浮腫を伴う症例 , さ らに 広範 な臓
器障害を伴 い 致死的 な症例 ま で , そ の 臨床像が多彩 である こ と
が 知 られて い る41). 末梢 血 好酸球 に おけ る C D 69抗原発現の 検
討ほ , 生体 内の 好酸球活性化 の 程度を客観的に 評価 し, こ の よ
うな 症例の 病態 を把握す る指標 と して 有用 であ る と 考 え られ
る .
以上 よ り , フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法 に よ る 好酸球表面抗原 の
測定ほ簡便 で , か つ 好酸球の 活性化状況を鋭敏に 反映す る こ と
が 示 され た . 特 に , C D ll b抗原 と C D 69抗原発現を同時 に 検討
す る こ と は , 種 々 の ア レ ル ギ ー 疾患や 好酸球増多症 に おけ る好
酸球の 活性化 の 程度を推定す るの に , また 個 々 の 症例 に お い て
は 経時的に そ の 病態を 評価す る指標 と して 有用である と考えら
れ た .
結 論
小児の ア レ ル ギ ー 疾患や 好酸球増多症に お い て , 好酸球 の 活
性化の 程度や病態を評価す る 目的 で ▲ 好酸球表面 の C Dll b抗
原と C D 69抗原発現を フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー 法を用 い て 測定 し
以下の 結論 を得 た .
1 . フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り , 好酸球ほ末梢血 中の 顆粒
球分画 に お け る C D16抗原陰性細胞 群 と し て 得 ら れ , 抗
C D1 6mA bと他 の 抗体と の 二 重免疫蛍光染色 に よ り , 選択的 に
好酸球表面 の 抗原発現を解析す る こ と が 可能 で あ っ た .
2 . I し5や G M- C S Fな ど の 好酸球活性化 サ イ ト カ イ ン に よ
る全血 培養 では , 末梢血 好酸球表面の C Dll b抗原発現が極 め
て 早期に増強 し, C D 69抗原発現が経時的に誘導 され た .
3 . 末梢血 好酸球表面 の C Dllb抗原 の 発現は , ア レ ル ギ ー
群に お い て有意 に増強 して お り , 末梢血好酸球総数 よ りも鋭敏
好酸球活性化 と表面抗原発現
な病態評価 の 指標 とな ると 考えられ た .
4 . C D69抗原ほ通常の ア レ ル ギ ー 疾患 で は末梢血好酸球表
面 に ほ 発現せず , 炎症局所に 浸潤 した 好酸球表面に 強 い 誘導が
認め られ た . 好酸球増多症の 2例 に お い て は l 一 部 の 末梢血好
酸球表面にも C D 69抗原が強く発現 して お り , これ らの 好酸球
は形態的に 脱顆粒や核の 過分菓 な ど を示 し, 生体内で 強い 悟性
化をうけた状態 に ある こ と が示 酸 された .
5 ･ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を用 い た末梢血好酸球 の 表面抗原
発現の 測定ほ l 少量 の 検体で 繰 り返 し検討が 可能 で ある こ とか
ら , 生体内に おけ る好酸球活性化 を評価す る指標 と して , 特 に
小児 に お い て極 め て有用である と考 え られ た .
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濫ey wo rds allergy, e.
OSin ophil, a Ctivation, C D l l b,CD69
Abstra ct
Eosin ophilsincreasein numberin the peripheral circ ulation and acc u m ulatein thetarget tiss uein v ario us allerglC
disorders･ It hasbeen disclosed recently thate osinophils play slgni丘cant rOles asimportantinfla m m atory efftctorc ellsin
allerglC reaCtions･ T he e osin ophils mlgratinglntOinfla m m atory tiss ue are activ ted by v arious cytokines andche m okines
and they us ualIy e xhibitdistinctfunctio naland morphologic alcharacteristics. Ba sed o nthese丘ndings, n u m er O u S Studies
hav ebeen perfor m ed toquantifythedegree ofthe eosinophilactiv atio nil "iv o･ In the prese nt study, the surfac e expression
Ofan e OSin ophiladhesion m olecule, CD l lb, a nd an aCtivatio n antlge n, C D69w ere m e a s u redsimultane o usly uslng tW O-C Olor
flo w cyto m etry･ Pe ripheral whole b10 0d sa mples w ere stained with flu oresceinis othiocyan ate(FITC)-COnjugated CD16
m ono clonal antibody(mA b), and phyc o erythrin(P E)-C O njugated CD l lb mAb orPE-C O njugated CD69. C D 16-n egative
fraction within the gra nulocytereglOn Ofleukocyteswere gated as e osin ophils, a nd theinte nslty Of the phyccH5rythrin
flu oresc en ce w as m easured. W he nperipheral blo od samplesfro m n orm al controIs we r e c ultured in the prese nc e of
rec o mbin anthu m an gran ulocyte- maCrOPhage c olo ny- Stim ulatingfactor(rGM - CS F), Orr e C O mbina nthu m aninterleukin-5
(rm -5), CD 69 expression was r apidlyinduc ed de n o v o, a nd C D l l bexpre ssio n w asin creased pro mptly on the eosinophil
S urface. T he surface expre s sions ofthese antigens o nperipheral blo od eosin ophils w ereco mpared betw een allergics(n=2 7)
and no rm al co ntroIs(n = 26)to seethe clinicalrele van ce of these surfa ce a ntigens. C D llb expre s sion w a s significantly
higher a m o ng allergicsthan n O rm alc ontroIs(p<0.00 1). C D69was n ot expressed onperipheral blo odeosinophils丘
･
Om either
n o r m al c ontroIs oral 1erglCS. Ho w e v e r, it wa s expre s s ed at a slgnific ant le vel on tissueinfiltrating e osin ophilsin su ch
C Onditons as allergic rhinitis and eosin ophilic pen C ardits. Further m ore,it w a sintriguing thatfhctions ofperiphe ralblo od
e osin ophilsin hy pereosin ophilicpatients e xpressedsigni丘c antlev els of C D690nthe ce11surface･ T he m orphologicalstudies
SuggeSted thattheC D69
'
e o sinophils arepote ntlyactiva ted i乃 Viv o･ In conclusion,itis clearlysho wn that the flo w cyto m etric
an alysIS Of eo sinophilsurfac e a ntlge nSis a sensitiv e a nd clinic ally usefu1indic atorofeo sinophilactiv ation and allerglC
inflam m ationin viv o.
